NGHIÊN CỨU VI SINH VẬT SỐNG CÙNG MỘT SỐ LOÀI SAN HÔ CỨNG TẠI HANG RÁI NINH THUẬN BẰNG PHƯƠNG PHÁP NHUỘM HUỲNH QUANG KẾT HỢP NUÔI CẤY TỚI HẠN by Mien, Pham Thi et al.
  271 






A study on bacteria associated with three hard coral species from Ninh 




, Nguyen Kim Hanh, Nguyen Minh Hieu, Phan Minh Thu, Hoang Trung Du, 
Vo Hai Thi, Nguyen Trinh Duc Hieu, Le Tran Dung, Nguyen Huu Huan 




Received: 11 Febuary 2018; Accepted: 7 July 2018 




Coral associated bacteria and their host are currently one of the interested issues for research and scientists 
worldwide. The densities of zooxanthellae and bacteria associated with three most prevalent species 
Acropora hyacinthus, Acropora muricata and Acropora robusta in Hang Rai, Ninh Thuan was evaluated 
over time by staining with SYBR Gold and direct counting with epifluorescence method. The most 
dominant bacteria were isolated by culture dependent method. The densities of zooxanthellae and bacteria 
ranged from 0.39–1.83×107 cell/g, and 0.83–2.52×108 cell/g, respectively. Bacterial density in the 3 months 
was significantly different compared to the density of the bacteria in ambient water. Total heterotrophic 
bacteria, comma shaped bacteria and bacillus form showed negatively correlated with pH, PO4, while 
zooxanthellae showed no correlation with all factors. 
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Nghiên cứu vi sinh vật sống cùng một số loài san hô cứng tại Hang Rái, 
Ninh Thuận bằng phƣơng pháp nhuộm huỳnh quang kết hợp nuôi cấy 
tới hạn 
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Rạn san hô trên toàn thế giới đang đối mặt với sự huỷ diệt, một trong những nguyên nhân chính là do vi 
khuẩn gây bệnh và những tác động của môi trường. Nghiên cứu về hệ vi khuẩn sống cùng san hô và mối 
tương quan giữa vi khuẩn, san hô và các yếu tố môi trường là quan trọng và cấp thiết. Vi tảo Symbiodinium 
sp., vi khuẩn sống cùng 3 loài san hô cứng Acropora hyacinthus, Acropora muricata và Acropora robusta 
phổ biến tại Ninh Thuận được đánh giá vào các thời điểm trước, trong và sau khi san hô bị tẩy trắng bằng 
phương pháp đếm huỳnh quang và pha loãng tới hạn. Mật độ tảo Symbiodinium khác nhau có ý nghĩa thống 
kê (dao động 0,39–1,83×107 tb/g) ở các loài san hô khác nhau. Tuy nhiên, mật độ tảo cộng sinh không có 
khác biệt lớn giữa các tháng nghiên cứu. Mật độ vi khuẩn dao động từ 0,83–2,52×108 tb/g và có sự sai khác 
có ý nghĩa thống kê không chỉ giữa các loài san hô mà còn ở các thời điểm trước trong và sau tẩy trắng. 
Tổng vi khuẩn, phẩy khuẩn và trực khuẩn có tương quan nghịch và có ý nghĩa về mặt thống kê với chỉ số pH 
và hàm lượng PO4. Ngược lại, mật độ tảo hoàn toàn không tương quan với các yếu tố môi trường. 
Từ khóa: Vi tảo cộng sinh, vi khuẩn, Acropora hyacinthus, Acropora muricata, Acropora robusta, thông số 
môi trường, Ninh Thuận. 
 
MỞ ĐẦU 
Rạn san hô biển Việt Nam có tổng diện tích 
110.000 ha với ít nhất 28 vùng rạn san hô phân 
bố ven bờ từ Bắc đến Nam và vùng ngoài khơi 
ở Hoàng Sa, Trường Sa [1]. Rạn san hô ở biển 
Nam Trung Bộ có thành phần loài đa dạng nhất 
với 351 loài được ghi nhận tại Nha Trang [2] 
Rạn san hô Việt Nam còn là nơi cư ngụ cho 
nhiều loài nguồn lợi có giá trị, có đến 70–90% 
các loài cá có vòng đời phụ thuộc rạn san hô ở 
một giai đoạn nào đó trong quá trình sinh sống, 
thực sự rạn san hô không chỉ mang lại lợi ích 
về sinh thái mà còn mang lại lợi ích kinh tế cho 
Việt Nam [3]. Hiện trạng chung trên toàn cầu 
đang diễn ra đối với rạn san hô là chúng bị tác 
động bởi sự nóng lên của nhiệt độ nước biển và 
dẫn đến nguy cơ suy thoái, thậm chí có những 
dự đoán rạn san hô có thể thành rạn hải miên 
hoặc sinh vật khác-không phải san hô [4]. Cũng 
đã có nghiên cứu công bố, khi san hô bị ảnh 
hưởng bởi sự tẩy trắng, thì hải miên chiếm 
đóng và thay chỗ của san hô, như vậy làm tăng 
cường sự đe dọa đối với san hô [5]. Hiện tượng 
tẩy trắng san hô-một hiện tượng được biết đến 
phổ biến gây ra cái chết hàng loạt cho san hô 
trên toàn thế giới cũng đã quan sát thấy ở vùng 
biển Nam Châu Á Thái Bình Dương và Việt 
Nam vào năm 1998, có một số nơi được quan 
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sát thấy là xảy ra rất nghiêm trọng với hơn 30% 
san hô trong khu vực bị tẩy trắng. Hiện tượng 
tẩy trắng quan sát thấy ở vịnh Thái Lan, vịnh 
Nha Trang, vịnh Vân Phong và một số nơi khác 
vào năm 2010, nguyên nhân được cho là do ảnh 
hưởng của hiện tượng El Niño làm cho nhiệt độ 
nước biển tầng mặt tăng [6]. 
Hơn thế, có nhiều giả thuyết nêu ra rằng 
nhiệt độ tầng mặt nước biển tăng dẫn đến sự 
suy giảm số lượng hoặc tiêu diệt hoàn toàn tảo 
cộng sinh bắt buộc (Symbiodinium) của san hô, 
sự mất đi tảo cộng sinh có thể làm suy yếu 
miễn dịch ở san hô do thiếu dinh dưỡng, stress 
hoặc một số nguyên nhân khác [7]. Đồng thời, 
ở điều kiện thuận lợi như điều kiện tương thích 
về nhiệt độ, những vi khuẩn gây bệnh cơ hội 
đang sống cùng san hô có cơ hội bùng phát và 
tấn công san hô để cạnh tranh nơi ở, thức ăn,... 
Kết quả là san hô bị chết hàng loạt khi hệ thống 
miễn dịch không đủ mạnh để chống lại sự tấn 
công bởi các vi sinh vật gây bệnh cơ hội [8]. Vi 
sinh vật sống cùng có vai trò nhất định đối với 
vật chủ san hô, chúng là những nhà cung cấp 
chất dinh dưỡng cho san hô [9] tham gia vào cơ 
chế phòng vệ tự nhiên, chống lại các vi sinh vật 
gây bệnh qua việc sản sinh ra các chất có khả 
năng kháng vi sinh vật, ví dụ như peptides và 
thuốc kháng sinh [10, 11] và sự điều hòa cạnh 
tranh giữa các loài vi sinh vật trong cùng vật 
chủ [12]. Thành phần vi sinh vật trong san hô 
dần được chứng minh có liên quan mật thiết 
đến từng loài san hô riêng biệt, vai trò của 
chúng trong san hô cũng đang được làm rõ dần. 
Roseobacter, Spongiobacter (trực khuẩn Gram 
âm), Vibrio và Alteromonas-(phẩy khuẩn) là 
những vi khuẩn chủ yếu tham gia vào chu trình 
sinh địa hóa sulfur được tìm thấy ở san 
hô Montipora aequituberculata và san hô A. 
millepora. Chúng được chứng minh có liên 
quan đến việc sản sinh cũng như tiêu thụ sulfur 
từ nguồn vật chủ, khi thí nghiệm với 
dimethylsulfoniopropionate (DMSP) một chất 
hữu cơ giầu sulfur được tạo ra chủ yếu nhờ tảo 
cộng sinh với san hô [13, 14]. Bằng phương 
pháp sinh học phân tử không phụ thuộc nuôi 
cấy, Vibrio được phát hiện trong san hô A. 
millepora trước khi tẩy trắng, trong thời gian 
tẩy trắng Vibrio được xác định là nhóm chiếm 
ưu thế nhất với số lượng tăng cao và sau thời 
gian tẩy trắng thì số lượng có xu hướng giảm 
dần đến ngang bằng với số lượng trước khi tẩy 
trắng. Bên cạnh đó nhóm vi khuẩn 
Spongiobacter sp. là trực khuẩn Gram âm, 
được coi là chiếm ưu thế nhất ở những mẫu san 
hô không bị tẩy trắng. Mặc dù Vibrio đã được 
biết đến là những vi khuẩn gây bệnh cho san 
hô, nhưng việc phát hiện ra chúng ở cả san hô 
khỏe mạnh, san hô đang bị tẩy trắng và sau khi 
bị tẩy trắng đã cho thấy có thể chúng chỉ là 
nhóm cơ hội đối ứng với trạng thái sức khỏe 
của san hô trước những tác động từ ngoài môi 
trường sống ví dụ nhiệt độ, pH. Hơn thế trong 
nghiên cứu của Bourne et al., [15], trong khi 
tảo cộng sinh có tương quan nghịch với nhiệt 
độ, tổng protein của coral holobiont (host và 
symbiont combined = san hô và những sinh vật 
sống cùng), được chỉ ra là không có tương quan 
với nhiệt độ nước biển tầng mặt trong suốt thời 
gian dài nghiên cứu 2,5 năm. 
Những nghiên cứu gần đây nhất của Garren 
et al., [16] về mối tương quan khi san hô bị 
căng thẳng bởi nhiệt thì chất nhầy sẽ tiết ra môi 
trường xung quanh chất DMSP với nồng độ 
cao hơn gấp 5 lần, ở nồng độ cao này chất 
DMSP có hóa ái lực (chemotaxis) thu hút vi 
khuẩn gây bệnh san hô Vibrio mặc dù DMSP là 
một chất hữu cơ giàu dinh dưỡng nguồn C và S 
nhưng vi khuẩn gây bệnh lại không đồng hóa 
DMSP trong thời gian thí nghiệm 24 giờ, điều 
này cho thấy để phán ứng với sự căng thẳng 
của môi trường san hô đã tiết ra chất hóa học 
có hóa ái lực đối với vi khuẩn gây bệnh, chất 
này như tín hiệu hóa học của san hô chuyển ra 
môi trường. Một nghiên cứu khác của nhóm tác 
giả Rainna [17] rất đáng chú ý khi công bố tìm 
thấy vi khuẩn Pseudovibrio sp. chủng P12 là 
một phẩy khuẩn thường được tìm thấy trong 
san hô tạo rạn, vi khuẩn này đồng hóa DMSP 
và sinh chất kháng sinh tropodithietic acid 
(TDA), phân tích cấu trúc cho thấy chất kháng 
sinh này có sulfur và có thể được hình thành từ 
việc đồng hóa DMSP của vi khuẩn, TDA có 
khả năng kìm hãm sự phát triển của vi khuẩn 
gây bệnh cho san hô như V. coralliilyticus, V. 
owensii ở nồng độ rất thấp là 0,5 µg/ml. 
Góp phần tìm hiểu vi sinh vật sống cùng 
san hô biển Việt Nam, nghiên cứu thực hiện 
với việc đánh giá mật độ của vi tảo cộng sinh, 
vi khuẩn dị dưỡng và vi khuẩn chiếm ưu thế 
khi nuôi cấy trong 3 loài san hô tạo rạn phổ 
Phạm Thị Miền và nnk. 
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biến ở Hang Rái, Ninh Thuận ở các thời điểm 
khác nhau (mẫu thu tháng 5, 6/2016 thời gian 
có ghi nhận san hô tại khu vực thu mẫu đang bị 
tẩy trắng và mẫu thu tháng 8/2016 tương ứng 
với thời gian san hô sau tẩy trắng). Kết quả của 
nghiên cứu này sẽ giúp hiểu rõ hơn về hệ vi 
sinh vật và biến động về thành phần tương ứng 
vào các thời điểm và điều kiện môi trường khác 
nhau đặc biệt thời gian tháng 5,6 có ghi nhận 
san hô đang bị tẩy trắng và tháng 8 là thời điểm 
sau tẩy trắng. 
PHƢƠNG PHÁP 
Địa điểm và thời gian thu mẫu, xử lý mẫu 
Ba loài san hô được dùng để nghiên cứu 
trong đề tài này là Acropora hyacinthus, 
Acropora muricata, Acropora robusta được thu 
trong 3 lần khảo sát vào tháng 5, 6 và tháng 8 
năm 2016 tại Hang Rái - Ninh Hải - Ninh 
Thuận. Mẫu san hô sống được thu nhờ thợ lặn 
có khí tài (SCUBA) ở độ sâu 5–7 m tại vị trí có 
tọa độ 109o18’28,1”E, 11o67’71,7”N, tại Hang 
Rái-Ninh Thuận (hình 1). San hô được thu vào 
túi nilông vô trùng, bảo quản trong tối, đặt 
trong bình đá lạnh và vận chuyển về phòng thí 
nghiệm trong khoảng thời gian nhanh nhất có 
thể (ca. 2 giờ), và ngay sau đó được thực hiện 
các thí nghiệm. Các thông số môi trường như 
nhiệt độ (độ C), pH và độ mặn được đo bằng 
máy đa yếu tố cầm tay (HORIBA Model U10-
Nhật Bản). Những thông số khác như DO, 
BOD5, NH4, NO2, NO3, TOM, Chl-a, PO4 được 
phân tích theo phương pháp chuẩn về chất 
lượng môi trường nước biển [18]. 
Phƣơng pháp nuôi cấy và phân tích mẫu 
Mẫu san hô sau khi lấy về, cân 2 g mẫu 
đồng nhất trong 18 ml nước biển lọc vô trùng 
qua màng lọc 0,02 µm để được nồng độ 10-1. 
Mẫu san hô dùng để đếm tổng số lượng vi 
khuẩn bằng phương pháp đếm trực tiếp dưới 
kính hiển vi huỳnh quang được cố định với 
formaldehyde đến nồng độ cuối cùng 3%, làm 
lạnh nhanh trong ni tơ lỏng và bảo quản ở -
80
oC cho đến khi phân tích. Xử lý mẫu san hô 
với dung dịch potassium citrate 1% nhằm loại 
những chất bắt màu huỳnh quang có sẵn trong 
san hô, sau đó lọc qua màng lọc 0,02 µm 
(Anodisc
TM
 Whatman) và nhuộm với SYBR 
Gold (Invitrogen) [19] và soi dưới kính hiển vi 
quang học huỳnh quang. Tổng số vi khuẩn, 
hình dạng vi khuẩn (hình cầu, que, phẩy 
khuẩn,...) sẽ được đếm với kính hiển vi huỳnh 
quang Olympus Provis AX70, xử lý hình ảnh 




Hình 1. Bản đồ vị trí lấy mẫu 
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Đếm vi khuẩn bằng phương pháp pha loãng 
tới hạn: Vi khuẩn được cấy truyền liên tiếp đến 
nồng độ 10-8 vào môi trường Sea Water Broth 
(SWB-peptone 5 g/l, yeast extract 2,5 g/l, 
glucose 1 g/l, MgSO4.7H2O 0,1 g/l, K2HPO4 
0,1 g/l, NaCl 30 g/l). Quan sát sự tồn tại và 
phát triển của vi khuẩn sau 24, 48, 72 giờ nuôi 
cấy ở nhiệt độ phòng 30oC và so sánh với lô đối 
chứng chỉ có môi trường mà không cấy mẫu. 
Tính số lượng tổng vi sinh vật trong 2 g mẫu 
san hô từ 2 nồng độ pha loãng liên tiếp cao nhất 
có vi khuẩn theo phương pháp tới hạn A(cfu/g) 
= N/(n1Vf1 +…+ niVfi). Trong đó: A: Khuẩn lạc 
vi khuẩn trong 1 g mẫu (cfu/g); N: Tổng số 
khuẩn lạc đếm được trên các đĩa đã chọn; n1, 
ni: Số lượng đĩa cấy tại lần lượt ở nồng độ 
pha loãng thứ 1 và thứ i; V: Thể tích dịch 
mẫu (ml) cấy vào mỗi đĩa; fi: Nồng độ pha 
loãng tương ứng. 
Xác định, định danh vi khuẩn gây bệnh cơ 
hội chiếm ưu thế: Từ các mẫu san hô đã được 
đồng nhất trong nước biển lọc vô trùng, dùng  
1 ml mẫu cấy lên môi trường Thiosulfate-
citrate-bile salts-sucrose agar (TCBS) agar 
(HiMedia, Ấn Độ) nhằm phân lập Vibrio, và vi 
khuẩn gây bệnh cơ hội đường ruột nhóm 
Enterobacteriaceae trên môi trường 
MacConkey (HiMedia, Ấn Độ). Vi khuẩn gây 
bệnh cơ hội nhóm Vibrio và vi khuẩn 
Enterobacteriaceae được phân loại đến loài 
dựa vào phương pháp nuôi cấy truyền 
thống/hoặc dùng bộ KIT sinh hóa API20E 
(Biomerieux, Pháp). 
Phƣơng pháp xử lý số liệu 
Toàn bộ số liệu được xử lý trên phần mềm 
thống kê R -R Development Core Team, [20], 
bản đồ trạm vị thu mẫu được xây dựng trên 
phần mềm Surfer và MapInfo. 
KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
Tổng số vi tảo cộng sinh đếm trực tiếp dƣới 
kính hiển vi quang học huỳnh quang 
Số lượng tảo (tế bào/g san hô tươi) được 
trình bày trong hình 2 biểu diễn giá trị trung 
bình và độ lệch chuẩn. Hình 2 cho thấy tảo 
cộng sinh ở A. hyacinthus ở cả 3 tháng đều cao 
nhất so với hai loài san hô A. muricata và A. 
robusta. Số lượng tảo cộng sinh tìm thấy trong 
A. hyacinthus cũng dao động từ 5,69 × 106 tb/g 
đến 1,83 × 107 tb/g, trong khi tảo cộng sinh ở 
san hô A. muricata dao động từ 3,92 × 106 tb/g 
đến 5,48 × 106 tb/g và A. robusta dao động từ 





















Hình 1. Tổng số tảo cộng sinh đếm với kính hiển vi quang học huỳnh quang. 
Sự sai khác về mật độ tảo cộng sinh trong ba loài san hô nghiên cứu có ý nghĩa về  
 
Hình 2. Tổng số tảo cộng sinh đếm với kính 
hiển vi quang học huỳnh quang 
 
Sự sai khác về mật độ tảo cộng sinh trong 
ba loài san hô nghiên cứu có ý nghĩa về mặt 
thống kê, khi kiểm tra ANOVA một chiều cho 
thấy sự sai khác này phụ thuộc vào các loài tảo 
(Fsanhô= 6,81 > F0,05 = 3,42 và Psanhô = 0,0045 < 
0,05). Hơn thế khi kiểm tra hệ số di truyền (0 ≤ 
h
2 ≤ 1) xem thực sự có tác động đến sự sai khác 
tảo hay không, cho thấy hệ số di truyền tương 
đối cao  với h2 =0,8 do đó càng khẳng định số 
lượng tảo thực sự phụ thuộc vào loài san hô. 
Trong đó số lượng tảo ở A. robusta ít biến động 
nhất, ngược lại số lượng tảo ở A. hyacinthus 
biến động lớn nhất. Nhìn chung số lượng tảo ở 
cả 3 loài san hô ở 3 tháng đều nằm trong giới 
hạn thông thường được tính trên 1 cm2 bề mặt 
mô san hô sống là 1–5×106 tế bào. Tuy nhiên, 
số lượng tảo trong A. hyacinthus ở tháng 8 là 
1,83×10
7 tb/g cao hơn mức thông thường 
khoảng 100 lần. Khi phân tích mối tương quan 
giữa số lượng tảo đối với vi khuẩn và các thông 
số môi trường (bảng 2) thì cho thấy mật độ tảo 
không có tương quan thuận cũng như tương 
quan nghịch đối với tất cả các yếu tố so sánh.  
Nghiên cứu vi sinh vật ở 34 tập đoàn Acropora 
millepora sống ở Grear Barrier Reef (Australia) 
từ tháng 10 năm 2000 đến tháng 3 năm 2003 
bao gồm cả thời gian san hô bị tẩy trắng đã chỉ 
ra rằng trong khi tẩy trắng mật độ tảo cộng sinh 
giảm đến 64% và có tương quan nghịch với 
nhiệt độ, ngược lại tỷ lệ phần trăm tảo cộng 
sinh bị thoái hóa (degenerate zoox-) có tương 
Phạm Thị Miền và nnk. 
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quan thuận [15]. Một số nghiên cứu khác như 
nghiên cứu về tảo cộng sinh với ba loài san hô 
Acropora hyacinthus, Acropora japonica và 
Cyphastrea chalcidicum ở vịnh Tanabe, Nhật 
Bản tảo được đánh giá biến động số lượng qua 
thời gian dài trong năm, Symbiodinium clade C 
được cho là nhóm tảo ưu thế ở nhiệt độ thấp 
[21] trong khi Symbiodinium clade D là nhóm 
ưu thế được tìm thấy khi nâng nhiệt độ cao 
trong thí nghiệm với san hô Porites ở rặng san 
hô ở Palau [22]. Trong khi xảy ra hiện tượng 
tẩy trắng Symbiodinium C3 được phát hiện là 
loài chiếm ưu thế nhưng trải qua một thời gian 
chịu nhiệt và sau khi hiện tượng tẩy trắng xảy 
ra người ta phát hiện ra Symbiodinium D1a 
chiếm ưu thế [23]. Tuy nhiên một nghiên cứu 
khác chỉ ra nhiệt độ không làm ảnh hưởng đến 
tảo cộng sinh cũng như hệ vi sinh vật sống 
cùng san hô, đồng thời đề nghị rằng chính sự 
linh hoạt trong mối quan hệ sinh lý của san hô 
và hệ vi sinh vật sống cùng mới giúp san hô 
vượt qua ảnh hưởng bất lợi khi nhiệt độ môi 
trường tăng lên [24]. Nghiên cứu này chỉ tìm 
hiểu về số lượng tảo qua phương pháp nhuộm 
và đếm dưới kính hiển vi huỳnh quang do đó 
không thể chỉ ra các nhóm tảo cụ thể có mặt 
trong san hô. Không chỉ có Symbiodinium 
(dinoflagellate alga) có mối quan hệ tương hỗ 
cộng sinh  đối với san hô cứng, khi Chromera 
velia được phân lập từ san hô Plesiastrea 
versipora  ở cảng Sydney và san hô Leptastrea 
purpurea ở đảo One Tree Queensland, Australia 
[25] và gần đây, Chromera velia -động vật 
nguyên bào ký sinh thuộc ngành apicomplexan 
có cùng tổ tiên với tảo quang hợp Symbiodinium 
được phát hiện từ san hô Montipora digitata và 
được cho rằng động vật nguyên bào 
apicomplexan không quang hợp này nội cộng 
sinh với ấu trùng san hô Acropora digitifera và 
san hô A. tenuis [26]. Nghiên cứu này chỉ dùng 
phương pháp nhuộm và đếm dưới kính hiển vi 
huỳnh quang, do đó chỉ có thể đưa ra mật độ 
tảo trong san hô vào các thời điểm san hô đang 
tẩy trắng (tháng 5, 6) và sau tẩy trắng (tháng 8), 
mà không thể chỉ ra các nhóm tảo cụ thể có mặt 
trong san hô cũng như tỷ lệ tảo sống tảo chết. 
Do đó cần nhiều nghiên cứu chuyên sâu hơn 
nữa để đưa ra những nhận định về sự biến thiên 
của tảo cộng sinh và đối với san hô ở các trạng 
thái tẩy trắng và sau tẩy trắng. 
Tổng số vi khuẩn đếm huỳnh quang và nuôi 
cấy pha loãng tới hạn 
Tổng số vi khuẩn (tế bào/g san hô = tb/g, tế 
bào/ml nước = tb/ml) đếm trực tiếp qua kính 
hiển vi huỳnh quang epifluorescence 
microscope-EFM được trình bày trong hình 3 



































Hình 3. Tổng vi khuẩn dị dưỡng  
đếm huỳnh quang EFM 
 
Tổng số vi khuẩn có mặt trong các mẫu san 
hô A. hyacinthus dao động 1,17–2,25×108 tb/g 
ở mẫu A. muricata là 0,83–2,52×108 tb/g và A. 
robusta là 1,10–2,08×108 tb/g. Trong nghiên 
cứu này tổng số vi khuẩn thấp nhất được tìm 
thấy ở A. muricata vào tháng 5 là 
0,83±0,22×10
8
 tb/g và cao nhất vào tháng 8 với 
2,52±0,43×10
8
 tb/g. Vi khuẩn trong nước biển 
dao động từ 0,82–1,04×106 tb/ml. Vi khuẩn có 
mặt trong san hô cao hơn rất nhiều (khoảng 200 
lần) so với vi khuẩn trong nước biển khi đếm 
trực tiếp bằng phương pháp nhuộm và đếm 
huỳnh quang. Kết quả này tương đồng với 
những nghiên cứu tương tự của Nguyen et al., 
[27, 28]. 
Tổng số vi khuẩn dị dưỡng qua nuôi cấy pha 
loãng tới hạn được trình bày trong hình 4, biểu 
diễn giá trị trung bình và độ lệch chuẩn. Hình 4 
cho thấy cả 3 mẫu san hô đều có số lượng tổng 
vi khuẩn thấp hơn trong nước, vi khuẩn trong 
nước cao nhất vào tháng 8 với 1,04±0,0016×107 
cfu/ml, tháng 5 và tháng 6 gần như tương đương 
với 9,43±0,64×106 cfu/ml và 9,98±2,15×106 
cfu/ml. Tổng số vi khuẩn thấp nhất và cao nhất 
đều được tìm thấy trong san hô A. muricata 
tương ứng vào tháng 6 với 7,96±0,18×105 cfu/g 
và tháng 8 với 5,38±6,42×106 cfu/g. 
Nghiên cứu vi sinh vật sống cùng một số loài san hô 
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A. hyacinthus A. muricata A. robusta Nước
Tháng 5 2,86E+06 1,22E+06 4,81E+06 9,43E+06
Tháng 6 4,15E+06 7,96E+05 6,22E+05 9,98E+06









cfu/ml nước Tổng vi khuẩn (NA)
 
Hình 4. Tổng vi khuẩn nuôi cấy trên NA 
 
Trong nghiên cứu này vi khuẩn được đồng 
nhất trong nước biển lọc qua màng lọc 0,02 µm 
đã hạn chế tối đa vi khuẩn bên ngoài xâm 
nhiễm và cấy truyền trực tiếp vào môi trường 
dinh dưỡng không qua pha loãng với muối sinh 
lý nhằm khắc phục hạn chế của nuôi cấy truyền 
thống. Do đó có thể thấy số lượng vi sinh vật 
tổng số trong cả 3 loài san hô cứng cao hơn so 
với nghiên cứu phân lập vi sinh vật trong 4 loài 
san hô mềm tại vịnh Nha Trang [29]. Qua hình 
4 cho thấy vi khuẩn trong nước cao hơn vi 
khuẩn trong san hô. Môi trường SWB và NA 
có các thành phần dinh dưỡng thông thường 
nhằm phân lập vi sinh vật từ môi trường biển, 
do đó chúng có thể là môi trường thích hợp cho 
vi khuẩn có trong nước biển mà không phải là 
môi trường ưu thích của vi khuẩn trong san hô. 
Trong nghiên cứu đa dạng vi khuẩn sống cùng 
san hô Alcyonium digitatum ở biển Baltic, có 
rất ít vi khuẩn được phân lập từ môi trường 
ghèo dinh dưỡng BSA chỉ có agar và nước biển 
Baltic sau khi nuôi cấy 4 tuần ở 28oC, ngược lại 
cũng trên môi trường BSA nhưng ở 10oC thì có 
số lượng vi khuẩn nhiều hơn và đa dạng hơn 
[30]. Khi kiểm tra sự sai khác số lượng vi 
khuẩn trong san hô và trong nước có thực sự 
khác nhau hay không bằng phân tích ANOVA 
cho thấy sự khác biệt này là có ý nghĩa về mặt 
thống kê (p = 0,0038 và Fsan hô = 5,57 > F0,05 = 
2,93 và hệ số di truyền h2 = 0,82). Tuy nhiên 
khi kiểm tra ANOVA hai yếu tố (san hô và thời 
gian: tháng 5, tháng 6, tháng 8) thì cho thấy yếu 
tố thời gian chi phối sự sai khác về số lượng vi 
khuẩn trong san hô. Trong đó Ptháng = 0,01 < 0,05 
và Ftháng = 17,58 > F0,05 = 6,94 trong khi Psan hô = 
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A. hyacinthus
cầu khuẩn phẩy khuẩn
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cầu khuẩn phẩy khuẩn
trực khuẩn sợi khuẩn
 
Hình 5. Thành phần vi khuẩn đếm trực tiếp EFM 
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Trong nghiên cứu này hình dạng tế bào vi 
khuẩn cũng được phân biệt qua đếm soi trực 
tiếp bằng kính hiển vi huỳnh quang và được thể 
hiện qua hình 5. 
Số lượng vi khuẩn trong cả 3 loài san hô ở 
các mẫu thu tháng 5 đều thấp hơn ở các mẫu 
thu vào tháng 6 và tháng 8 (hình 4). Thành 
phần vi khuẩn ở A. hyacinthus, A.  robusta và ở 
mẫu nước trong tháng 5 gần tương tự như nhau, 
với thành phần chiếm đa số là cầu khuẩn, phẩy 
khuẩn và trực khuẩn ít nhất, ngược lại ở A. 
muricata thành phần phẩy khuẩn chiếm tỷ lệ 
cao nhất. Trực khuẩn được tìm thấy tăng dần 
vào các tháng 6 và tháng 8 ở mẫu nước, san hô 
A. muricata và A. robusta. So với mẫu nước, 
thành phần vi khuẩn trong 3 loài san hô có thay 
đổi theo thời gian khi ở mẫu nước cầu khuẩn 
luôn chiếm tỷ lệ cao nhất tiếp đến là phẩy 
khuẩn và trực khuẩn. Những vi khuẩn sản sinh 
và sử dụng nitơ được trực khuẩn Gram âm như 
nhóm Roseobacter, Spongiobacter và phẩy 
khuẩn Gram âm như Vibrio và Alteromonas tìm 
thấy trong mô của san hô có mối liên quan với 
vật chủ mà thực chất là mối liên quan rất mật 
thiết về dinh dưỡng [13, 14]. 
 
Bảng 1. So sánh tương quan theo Pearson’s 
Product moment 
So sánh r (n = 27) p 
Vi khuẩn và PO4 -0,521 0,01 
Vi khuẩn và pH -0,573 0,01 
Trực khuẩn và pH -0,553 0,01 
Trực khuẩn và PO4 -0,422 0,05 
Trực khuẩn và độ mặn 0,562 0,01 
Trực khuẩn và nhiệt độ -0,453 0,05 
Phẩy khuẩn và NO3 -0,462 0,05 
Phẩy khuẩn và DO -0,735 0,01 
Phẩy khuẩn và Chl-a -0,630 0,01 
Phẩy khuẩn và BOD5 -0,545 0,01 
Phẩy khuẩn và TOM -0,543 0,01 
Phẩy khuẩn và PO4 -0,516 0,01 
Phẩy khuẩn và NH4 -0,497 0,01 
Phẩy khuẩn và NO3 -0,462 0,05 
 
Trong tháng 8 có pH thấp nhất so với các 
tháng còn lại. pH ở tháng 8 thấp và quan sát 
thấy trực khuẩn trong A. muricata và A. 
robusta tăng, trong khi phẩy khuẩn chiếm ưu 
thế trong A. hyacinthus. Kết quả kiểm định hệ 
số tương quan Pearson cho thấy tổng vi khuẩn, 
trực khuẩn có tương quan nghịch với pH (bảng 1) 
do đó khi pH thấp thì tổng vi khuẩn cao và 
nhóm phẩy khuẩn, trực khuẩn chiếm ưu thế. 
Nghiên cứu này tương đồng với nghiên cứu 
của Meron et al., [31, 32] trên san hô Acropora 
eurystoma ở vịnh Eilat, Biển Đỏ, trong đó chỉ 
ra rằng ở pH = 7,3 hệ vi khuẩn sống cùng san 
hô đa dạng hơn về thành phần cũng như số 
lượng so với hệ vi khuẩn sống cùng khi ở pH = 
8,2 nhóm Vibrionaceae and Alteromonadaceae 
chiếm ưu thế nhất. Đặc biệt khi vi khuẩn có khả 
năng sinh kháng sinh đa số cũng được phân lập 
từ san hô ở pH = 7,3 trong số 54 chủng sinh 
kháng sinh thì có đến 50% chủng thuộc 
Vibrionaceae và 29% thuộc Rhodobacteraceae. 
Rõ ràng có thể thấy được khi san hô được nuôi 
ở điều kiện pH thấp thì hệ vi sinh vật liên quan 
đến bệnh tật và căng thẳng cho san hô tăng. 
Mặt khác vi khuẩn có tiềm năng kháng khuẩn 
cũng tăng khi san hô ở pH thấp. Trong tháng 8 
hàm lượng PO4 thấp nhất thì phẩy khuẩn và 
trực khuẩn đều tăng lấn át cầu khuẩn. Kiểm tra 
mức độ tương quan cho thấy, vi khuẩn sống 
cùng san hô nhóm trực khuẩn và phẩy khuẩn có 
tương quan tỷ lệ nghịch có ý nghĩa về mặt 
thống kê (bảng 1) với hàm lượng PO4, trong khi 
tỷ lệ cầu khuẩn, trực khuẩn phẩy khuẩn ở mẫu 
nước qua các tháng thay đổi không đáng kể và 
kiểm tra anova cho biết sự sai khác này cũng 
không có ý nghĩa (p > 0,05) thống kê. 
Định danh một số vi khuẩn chiếm ƣu thế 
Vi khuẩn cơ hội nhóm Vibrio hầu như 
không được tìm thấy ở các mẫu san hô vào 
tháng 5, tháng 6 có rất ít khuẩn lạc xuất hiện 
trên TCBS (ít hơn 10 khuẩn lạc cho cả 9 mẫu 
san hô/tháng). Số lượng phẩy khuẩn trên TCBS 
ở 3 loài san hô vào tháng 8 là 30 khuẩn lạc cho 
9 mẫu san hô. Số lượng phẩy khuẩn có tương 
quan nghịch có ý nghĩa thống kê với các thông 
số môi trường như DO, Chl-a, BOD5, TOM, 
NH4 và NO3
 (bảng 1) khi các thông số này vào 
tháng 5, 6 cao hơn vào tháng 8. Không có vi 
khuẩn nào từ các mẫu san hô thu tháng 5, tháng 
6 được xác định là ưu thế cũng như định danh 
đến loài. Vì chúng xuất hiện trên TCBS nhưng 
không phát triển khi được nuôi cấy tiếp theo để 
làm thuần, do đó không thể phân lập và định 
danh đến loài. Có thể chúng cần chất dinh 
dưỡng đặc biệt nào đó, hoặc cần điều kiện nuôi 
Nghiên cứu vi sinh vật sống cùng một số loài san hô 
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cấy khác mà nghiên cứu không đáp ứng được. 
Sự thật là sự hiểu biết của chúng ta về vi sinh 
vật biển có thể chỉ là 0,01% về sinh thái, di 
truyền và đặc tính sinh học, trong khi vi sinh 
vật có thể nuôi cấy ước tính chỉ khoảng 0,1% 
trong số các loài được phát hiện [33]. Tuy 
nhiên cũng bằng nuôi cấy thông thường cho 
thấy nhóm phẩy khuẩn Vibrio sp. là vi khuẩn 
chiếm ưu thế trong cả chất nhầy và mô ở san hô 
Acropora digitifera vịnh Mannar [34], trong 
san hô cứng Mussismilia hispida ở biển Brazil 
[35] và san hô cứng Acropora hyacinthus, 
Stylophora pistillata ở Great Barrier Reef [10]. 
Gần đây có nhiều phát hiện cho thấy kể cả 
những vi khuẩn thường được cho rằng liên 
quan đến gây bệnh như Vibrio, Shewanella… 
nhưng khi chúng được khai thác từ động vật 
không xương sống ví dụ Shewanella algae trực 
khuẩn Gram âm phân lập từ hải miên 
Callyspongia diffusa biển Ấn Độ là chủng thể 
hiện kháng lại nhiều vi khuẩn đồng thời có khả 
năng kháng cả nấm gây bệnh [36]. 
Nghiên cứu này đã xác định đến loài được 
hai chủng vi khuẩn gây bệnh cơ hội đó là chủng 
TCBS 3.1 (v) được xác định là Enterobacter 
amnigenus 1 và chủng TCBS 3.3 được xác định 
là Pseudomonas aeruginosa. Hai chủng này 
đều được tìm thấy là vi khuẩn chiếm ưu thế từ 
san hô A. muricata. Hình dạng khuẩn lạc và kết 
quả dịnh danh bằng KIT API20E cho hai chủng 
này được trình bày trong hình 6–7. 
 
 
Hình 6. Khuẩn lạc chủng TCBS 3.1 (v) và TCBS 3.3 
 
Hình 7. Kết quả KIT API 20E cho TCBS 3.1 (v) và TCBS 3.3 
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Cả hai vi khuẩn E. amnigenus 1 và P.  
aeruginosa chiếm ưu thế đều là những trực 
khuẩn Gram âm. So sánh tương quan giữa trực 
khuẩn và các thông số môi trường cho thấy trực 
khuẩn có tương quan nghịch có ý nghĩa thống 
kê với nhiệt độ, pH và PO4 (bảng 1). Vào tháng 
8, thông số pH và PO4 thấp hơn tháng 5 và 
tháng 6, khi đó trực khuẩn chiếm tỷ lệ cao nhất 
trong thành phần của vi khuẩn sống cùng san 
hô. Đặc biệt hai chủng chiếm ưu thế và được 
định danh đến loài có tương quan với các thông 
số môi trường pH và PO4. Khả năng sử dụng 
phốt pho (P-phosphorus) vô cơ ở vi khuẩn có 
tương quan mật thiết với pH môi trường, khi vi 
khuẩn phải tiết ra các axit hữu cơ nhằm giảm 
pH để hòa tan các khoáng chất có chứa phốt 
pho và các dạng phốt pho ở dạng ion như là 
PO4 (phosphate) và giải phóng phốt pho ra 
ngoài. Vi khuẩn có khả năng sử dụng P vô cơ 
được sử dụng làm phân bón sinh học từ năm 
1950. Một trong số vi khuẩn có khả năng hòa 
tan P vô cơ hiệu quả phải kể đến là những 
chủng thuộc chi Enterobacter và Pseudomonas 
[37]. Trong một số trường hợp chính sự thiếu 
hụt phosphate (PO4) thúc đẩy quá trình hòa tan 
phosphate [38]. 
KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 
Mật độ tảo cộng sinh với san hô ở cả ba 
loài san hô có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 
và phụ thuộc vào loài san hô, mặt khác sự khác 
biệt về mật độ tảo trong các tháng cũng có ý 
nghĩa về mặt thống kê. 
Vi khuẩn trong san hô qua nhuộm đếm trực 
tiếp dưới kính hiển vi huỳnh quang và vi khuẩn 
có thể nuôi cấy được trên NA có sự chênh lệch 
rất lớn đến 200 lần. Vibrio không phải là vi 
sinh vật gây bệnh cơ hội chiếm ưu thế, ngược 
lại, trực khuẩn Gram âm E. amnigenus 1 và  P. 
aeruginosa tình cờ được xác định là vi khuẩn 
chiếm ưu thế và có mối tương quan mật thiết 
đến thông số PO4 (phosphate) cũng như pH là 
những kết quả bất ngờ nhưng rất đáng chú ý 
của nghiên cứu này. 
KIẾN NGHỊ 
Nghiên cứu này chỉ dừng lại ở mức độ đếm 
tổng số tảo cộng sinh và không đưa ra được 
thành phần loài cụ thể có mặt trong các mẫu 
san hô. Để hiểu rõ hơn về các clade của tảo 
cộng sinh Symbiodinium hay thậm chí là các vi 
tảo khác (Chromera sp.) cộng sinh với san hô, 
thì cần có những nghiên cứu chuyên sâu như áp 
dụng các phương pháp xác định gen. 
Sử dụng thuốc nhuộm DNA và loại bỏ 
được chất bắt màu huỳnh quang sẵn có trong 
mô san hô để nhuộm và đếm vi khuẩn trong san 
hô lần đầu tiên được thực hiện trên 3 loài san 
hô tạo rạn là kết quả nổi bật của nghiên cứu 
này. Với sự chênh lệch giữa vi khuẩn có mặt 
thực sự và vi khuẩn có thể nuôi cấy theo 
phương pháp truyền thống cho vi khuẩn trong 
san hô thực sự cần những chất dinh dưỡng hoặc 
điều kiện nuôi cấy đặc biệt và điều này sẽ giúp 
ích cho những nghiên cứu đa dạng vi sinh vật 
sống cùng san hô phụ thuộc nuôi cấy trong 
tương lai. Mặt khác, nhóm phẩy khuẩn (hình 
dạng điển hình của Vibrio) đã từng được xác 
định là những vi khuẩn gây bệnh cơ hội cho san 
hô, có mối tương quan nghịch có ý nghĩa thống 
kê với một số thông số môi trường, cũng mở ra 
một cách nhìn mới về vi khuẩn sống cùng san 
hô và đồng thời gợi ra những hướng nghiên cứu 
mới cho tương lai. 
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